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Abstractor EP0840123 
Device for the quantitative and/or qualitative 
determination of analytes in a test solution, 
comprises a first element (4) with a recess (6) 
and a depression (7), where the depression (7) 
can receive a support onto which various 
biomolecules can be applied, each spatially 
separated from one another, and a second 
element (5) with a recess (8) adapted to the 
configuration of the recess (6) and a 
breakthrough(9), where the second element (5) is 
or can be disposed with respect to the first 
element (4) in such a way that the support 
positioned in the depression (7) is fixable or fixed, 
and that a defined reaction chamber for a 
process is formed. 
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Vbrrichtung zum quantifizierenden und differenzierden Nachweis verschledener 
Biomolekiile in einem einzigen Testansatz 



(57) Die Erfindung betrifft eine Vbrrichtung zur 
quantitativen und/cxler qualitativen Bestimmung von 
Analyten in einer zu urtersuchenden Ldsung. Wetterhin 
betrimdle Erfindung die Vetwendung der Von'ichtung in 
einem Verfahren zum gleichzeitigen Nachweis von 
einerseits verschiedenen AntiWSrpern in KfirperflOssig- 
keiten oder anderen komplexen Analysegemischen, bei 
welchem verschiedenen Antigene jeweils Ortlich vonein- 
ander getrennt an ein testes Tragermaterial gebunden 
werden, mit KOrperflQssigkeiten oder anderen komple- 
xen Analysegemischen inkubiert werden und die spezi- 
fischen, an die Antigene gebundenen AntikOrper mit 
markierten DetektorantikiOrpern reagieren und in einer 
nachfblgenden Reaktion durch eine, aufgrund der Mar- 
kierung entstehenden Farbung sichtbar gemacht wer- 
den. Andererseits Mnnen durch dieses Verfahren aber 
auch verschiedene Antigene nachgewiesen werden, 
indem spezifische AntikOrper an ein testes Tragermate- 
rial gebunden werden. In Abhangigkeit von der Konzen- 
tration der nachzuwelsenden Antikfirper oder Antigene 
ergibt die Markierung des NachweisantikOrpers eine 
unterschiedlich starke Farbreaktnn auf dem Tragerma- 
terial. Die Erfindung umfaBt Insbesondere eine compu- 
tergestOtzte Blldauswertung. mit der es mOglich ist. das 
Farbemuster auf dem Trdger so auszuwerten, daB die 
nachzuwelsenden Antlkfirper oder Antigene quantifi- 



zlerl und differenziert werden kOnnen. Die Quantifizie- 
rung wird durch auf den Trager aufgebrachte Standards 
ermOglicht, anhand deren Farbintensitat eine Eichge- 
rade erstellt wIrd, an der dann die Konzentration der 
AntikOrper oder Antigene errechnet wird. Aufgrund des 
Fartiemusters wird zwischen verschiedenen AntikOr- 
pern oder Antigenen differenziert 

Figur3 
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Besdireibung 

Die Erfindung brtriftt eine N/brrichtung zur Verwen- 
dung in einem Verfaiiren zum gleichzeitigen Nachweis 
verschiedener Antigene und/oder Antil<Orper in l^ung, 
insbesondere KOrpetflussigl^eiten, oder anderen kom- 
plexen Analysegemischen. Durch die erfindungsge- 
mSBe Vorrichtung ist es insbesondere mOglich, die 
nachzuweisenden AntilcOrper und/oder Antigene zu 
quantifizieren inxl zu differenzieren. 

Das Aufbringen von Biotnolekaien auf teste Trager 
ist ein im Stand der Technik ausfOhrlich beschriebenes 
und vielseitig anwendbares Veifahren. Renart [1] und 
Towbin [2] beschriet)en erstmals 1979 den Transfer 
elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf eine teste 
Matrix als Trotein blotting". Hierzu werden bevorzugt 
Nitrocellulose (NC), Celluloseacetat oder synthetische 
Polymere wie Nytonmembranen als teste Trager ver- 
wendet. Das Dot-blotting-Ver(ahren stellt eine weitere 
Methode zur Immobilisierung von BiomolekOlen auf 
teste Trager dar [3,4]. Hierbei werden die Analyte durch 
direktes Auftragen auf der Membran immobilisiert. Das 
Auftragen kann entweder automatiscti, z.B. durch einen 
Drop-, Line- Oder Pattern-Printer, oderauch manuell mit 
einer Pipette erfolgen. Auch in diesen Fallen werden 
bevorzugt die oben bereits erwahrrten, festen Trager als 
Immobilisierungsmatrices verwendeL Eine spezielle 
Anwendung dieser Techniken ist der Dot-ELISA 
(Enzyme-linked liTiniunosort)ent Assay), der z.B. bei der 
Detektion geringer Kbnzentrationen bestlmmter AntikSr- 
per im Plasma [4] oder dem selektlven Nactiweis spezi- 
fischer mikrobieller Antigene [5,6] eingesetzt wird. Ein 
ELISA ist im allgemeinen eine Teclinik, bel der z.B. ein 
AntikOrper A gegen ein bestimmtes Protein auf einer 
Mikrotiterplatte Immobilisiert wIrd. Dieser bindet das 
Antigen, welches dann mit einem zwelten AntikSrper B, 
der ebenfalls das Antigen erkennt und eine Martderung 
tragt, nachgewiesen weiden kann. Im spezlellen Fall 
des Dot-ELISAs wird der AntikOrper A oder ein Antigen 
als Punkt auf einer Tragermembran immot)ilisiert und 
durch eine nachgeschaKete immunologische Reaktion 
nachgewiesen. 

Durch den Einsatz solcher Verfahren werden grO- 
Oere Mengen an teuren AntikOrperlOsungen und Nach- 
weisreagenzien sowie AnalytlOsung (wie z.B. 
Patientenserum oder -plasma) benOtigt, urn die 
gesamte Filtermembran zu uberschichten. Stehen nur 
geringe Mengen an AnaiytlOsung zur Verfiigung, mus- 
sen die Dot-ELISA-Membranen in Meine Stucke 
geschnitten werden, die in je eine Vertiefung einer 
Mikrotiterplatte passen [3]. Dies Verfahren ist arbeits- 
technisch aufwendig und fur grdBere Testreihen nur 
bedingt geeignet. Ein groBer Nachteil dieser Veriahren 
besteiTt darin, da3 die Ergebnisse nur qualrtativ ausge- 
wertet werden kSnnen (abgesehen vom ELISA), so daB 
die Interpretation der Auswertung zu Fehleinschatzun- 
gen fOhren kann. Eine quantitative Auswertung von Dot- 
ELISA-Membranen ist txsher nur in Form eines Radio- 



I0123A1 2 

immunoassays beschrieben worden [7]. Dies bedeutet 
ein erhOhtes SicherheHsrisiko und damit eine einge- 
schrankte Verwendbarkeit in der Minischen Diagnostik. 
Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe 

5 zugrunde, die dargelegten Nachteile zu beseitigen und 
eine Vorrichtung zur Vetwendung in einem Verfahren 
bereitzustellen, worin verschiedene Biomolekiile auf 
einer Tragermatrix immobilisiert werden, dann die daran 
bindenden Antigene oder Antikfirper in einem einzigen 

10 AnalyseprozeB nachgewiesen werden, und welche 
somit eine Differenzierung und Quantifizierung eriaubt. 

DIese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen 
angegebenen Merkmale der erfindungsgemai3en Vor- 
richtung sowie deren Venwendung in einem Varfehren 

75 zum quantifizierenden und differenzierenden Nachweis 
verschiedender Biomolekule an fester Phase in einem 
einzigen Testansatz gelOsL 

Eine erste bevorzugte AusfOhrungsform der Erfin- 
dung betrifft eine Vorrichtung zur quantitativen und/oder 

20 qualitativen Bestinvnung von Analyten in einer zu unter- 
suchenden LOsung, umfassend ein erstes Element mit 
einer Aussparung und einer Vertiefung, wobei die Ver- 
tiefung einen Trager aufnehmen kann, an welchem 
unterschiedliche BiomolekOle jeweils Ortlich getrennt 

25 voneinander anbringbar sind, und ein zweites Element 
mit einer Kbnfiguratkxi. die der Aussparung des ersten 
Elements angepaBt ist, und durch eine Aussparung 
eine Vertiefung ausbildet, die am Boden einen Durch- 
bruch aufweist, wobei das zweite Element in die Aus- 

30 sparung des ersten Elements derart eingefOgt werden 
kann, daB es den in der Vertiefung des ersten Elements 
angeoixJenten Trager fixiert und einen definierten Reak- 
tionsraum fur ein Nachweisverfahren ausbildet. 

Diese zweistOckige Vorrichtung zur Fixierung des 

35 Tragers zsKhnet SKh besonders dadurch aus, daB in 
einem von zwei Gehauseelementen eine Vertiefung 
angeordnet ist, in welche der teste Trager eingelegt wer- 
den kann. Mit dem zweiten Gehauseelement dieser 
eifindungsgemaBen Vorrichtung wird der Trager so mit 

40 dem ersten Gehauseelement verbunden, daB er test, 
beispielsweise durch Einklemmen oder Kleben, zwi- 
schen diesen beiden Elementen angeordnet bzw. fixiert 
wird. Das zweite Element der Vorrichtung ist mit einer, 
der Kbnfiguratron der Aussparung des ersten Elements 

45 angepaBten Aussparung und einer Durchbrechung 
ausgestattet. Diese Durchbrechung ist so ausgebildet, 
daB sie den reaktiven Teii des in der Vertiefung der Aus- 
sparung des erstens Elements angeordneten Tragers 
freiiaBt. Die durch EinfOgen des zweiten Elements in die 

50 Aussparung des ersten Elements ausgebildete Vertie- 
fung stellt einen Reaktionsraum uber dem Trager dar, 
welcher die AnalytlOsung und die NachweislOsungen 
vdlstandig aufnimmt. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungfbrm der Erfin- 

55 dung t)etrifft eine einstuckige Vomchtung zur quantitati- 
ven und/oder qualitativen Bestimmung von Analyten in 
einer zu untersuchenden LOsung, umfassend ein erstes 
Element t)zw. einen ersten Atischnitt mit einer Ausspa- 
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rung und einer Vertiefung, wobei die Vertiefung den vor- 
stehend definierten Mger aufnehmen kann, und ein 
zwertes Element bzw. einen zweiten Abschnitt mit einer 
Konfiguation und/oder Abmessungen, die der Kbnfigu- 
ration und/oder den Abmessungen der Aussparung 
und/oder der Vertiefung und/oder des Teststreifens 
angepaBt ist/sind, und durch eine Aussparung eine Ver- 
tiefung ausbiidet, die am Boden einen Durctibruch auf- 
weist, wobei die ersten und zweiten Elemente bzw. 
Absctinitte derart angeordnet sind, daB der in der Ver- 
tiefung des ersten Elementes bzw. Absciinittes ange- 
ordnete Trager fixierbar ist bzw. fixiert ist und daB ein 
definierter Realctionsraum fOr ein Nachweisverfaliren 
ausgebildet ist. 

Bei sowohl der einteillgen als auch der zweiteiligen 
Ausfuhrungsform ist der Durchbrucfi in dem zweiten 
Abschnitt Oder Element bevorzugt In zumindest einer 
Ricfitung Meiner als der Teststreifen. so daB der Test- 
streifen durcfi eine Art Vbrsprung In der Vertiefung 
gefialten wird. Bei der zweiteiligen Ausfufvungsform 
kann somit z.B. erst der Teststreifen angeordnet wer- 
den, und nachfolgend durcli das EinfOgen des zweiten 
Elementes festgelegt werden. Bei der einstuctdgen Aus- 
gestaltung kann der Streifen z.B. uber einen gebildeten 
Vbrsprung in die Vertiefung gepre^t werden, so daB der 
Teststreifen entsprechend einrastet. 

AHernativ ist es bevorzugt, daB der Durcfibrucfi im 
weseoUlchen den Abmessungen des Teststreifens 
und/oder der Aussparung entspricfit so daB der Test- 
streifen zur Anordnung in der VbrricfTtung einfach von 
oben eingesetzt wird, wobei insbesondere bevorzugt 
ein Klebstoff zwischengelagert wird, urn den Teststrei- 
fen bezuglich der Vorrlchtung zu f Ixieren. 

Die Aussparung in dem oberen Element oder 
Abscfinitt verjOngt sich bevorzugt zumindest teilweise 
konisch oder trichterartig nach unten Nn zu der Vertie- 
fung, welcfie den Teststreifen aufnehmen soil, so daB 
zum einen belm EInsetzen eine automatische Justier- 
und/oder Posltionlerelnrlchtung bereltgestellt ist und 
daB zum anderen sIch der Reaktionsraum nach oben 
aufweltet, urn das Befiillen mit Reagens zu vereinte- 
chen. 

Die Erfindung betrifft ebenlalls die Veiwendung der 
erfindungsgemaBen Vorrlchtung In einem Verfahren zur 
qualitativen und/oder quantitativen Bestimmung von 
unterschiedlichen Analyten in einer zu untersuchenden 
Lfisung, umfassend die Schrltte 

(a) des /\u1bringens und Immobllisierens von min- 
destens zwel unterschiedlichen Blomolekulen auf 
einen Trager, wobei die unterscNedlichen Biomole- 
kole jeweils Ortich getrennt voneinander aufge- 
bracht werden, 

(b) des Inkubierens der auf dem Trager aufgebrach- 
ten BiomolekCHe mit der zu untersuchenden 
LOsung, und 

(c) des DurchfOhrens einer Nachweisreaktion fOr 
Biomolekul/Analyt-Kbmplexe. 



Im ersten Schritt (a) werden spezielle Antigene 
und/oder Antikflrper ("BiomotekOle') auf eine feste 
Matrix als Trager imnrabilisiert Im zweiten Schritt (b) 
werden /VntikOrper oder Antigene ("Analyte") aus KOr- 

5 perllusslgkelten oder anderen komplexen /\nalysegeml- 
schen ("AnalytlOsung") an die Immobillslerten 
Biomolekule gebunden und durch eine anschlleBende 
NachweisreakBon gemdB Schritt (c) In Form einer 
FarbreakUon sichtbar gemacht. Diese Nachwelsreak- 

10 tion beruht auf einer visuellen und/oder computerge- 
stulzten Bildauswertung, bei welcher die entstandene 
Farbung auf der Tragermatrix mit Hllfe eines Scanners 
digitallsiert wind. Ein entsprechendes Computerpro- 
gramm wertet dann das digitallslerte Farbemuster so 

IS aus, daB die Im Schritt (b) gebundenen Analyte quanti- 
fiziert und, wenn verschiedene /Vnalyte nachgewiesen 
werden sollen, auch differenzlert werden kfinnen. 

Bet/orzugt werden die venvendeten BiomolekQIe so 
auf einem festen Trager aufgebracht, daB sie in-eversi- 

20 t>el an den Trager bzw. Tragermatrix gebunden werden. 
Dies wird dadurch en-eicht, daB als Immobillslerungs- 
matrlx ein Tragermaterial venwendet wird, an welches 
die Biomolekule zum einen kovalent binden, zum ande- 
ren aber auch durch verschiedenartige nicht-kovalente 

25 BIndungen (z.B. lonlsche Wechselwlrkungen, Van-der- 
Waals-Krafte, hydrophobe Wechselwlrkungen) adsorp- 
tiv gebunden werden. Das Aufbringen der BiomolekQIe 
geschieht durch ein Im Stand der Technik bekanntes 
Veriiahren, bevorzugt mit Hille dazu geeigneter Gerflte. 

30 Zu diesem Zweck eignen sich besonders ein Micro- 
Drop-System Oder ein Line-Prlntlng-System. Es kfinnen 
aber auch andere entsprechende Gerate verwendet 
werden. Ebenso ist ein manuelles Aufbringen der Bio- 
molekOle mH Hilfe QUIcher PIpettierhlHen mOglich. 

35 Die Bezeichnung 'BiomolekQIe' umbBt zum einen 
spezifische Antikflrper, die distinkte Antigene erkennen, 
welche dann durch eine Nachweisreaktion detektiert 
werden, zum anderen aber auch bellebige Antigene, die 
durch spezifische AntikOrper erkannt und die dann 

40 ihrerseits nachgewiesen werden. 

Die zu detektierenden Antigene oder AntikOrper 
f Analyte") werden typischenvelse aus KOrperflusslg- 
keiten oder anderen komplexen Analysegemlschen 
durch immunok>gische Verfahren nachgewiesen. Unter 

45 Kfirperflussigteiten werden erflndungsgemai3 samtll- 
che Russigkeiten verstanden, die aus einem tlerlschen 
KOrper, insliesondere einem Sauger, vorzugswelse 
einem Menschen, erhalten werden kOnnen. Solche 
Flusslgkeiten umfassen vorzugswelse Serum, Plasma, 

50 Vollblut, Lymphe, Speichel, Ascites und Urin. Weiterhin 
sind auch solche Russigkeiten umfaBt, die aus festen 
Geweben gewonnen werden kfinnen. Unter den 'ande- 
ren komplexen Analysegemlschen" werden insbeson- 
dere FermentatlonsQberstande. ZellkuKurQberstande, 

ss Gewebeextrakte sowie Proben aus dem Berelch der 
Umweltanalytik (Boden und Wasserproben), der 
Lebensmittelanalytik und der RQckstandsanalytik ver- 
standen. Alle dargelegten /Vnalysegemlsche kOnnen 



3 



5 EP0 840 

sowohl unverdOnnt als auch in verdOnnter Form einge- 
setzt werden. Zur Verdunnung kOnnen zu diesem 
Zweck Obliche, im Stand der Technik bekannte LOsun- 
gen verwendet werden. 

Die zu detektierenden Analyte werden erfindungs- s 
gemSB derart nachgewiesen, dal3 die Tragermatrix mit 
den aufgebrachten Biomolekulen mit KOrperflussigkei- 
ten Oder anderen komplexen Analysegemischen (im fol- 
genden zusammengefaBt und als "Analytlflsung" 
bezeichnet) inkubiert wird, so daB die darin enthialtenen 10 
Analyte an die tragerfixierten Biomolekaie binden. Die 
gebundenen Analyte werden entweder mit spezlfi- 
schen, markierten DetektorantikOrpern, die gegen die 
Analyte gerichtet sind, oder rrvt unmarkierten Detektor- 
antikOrpern und diese dann mit markierten, gegen die 15 
DetektorantikOrper gerichteten NachweisantikArper 
nachgewiesen, wobei die Markierung In beiden Fallen 
nicht-radioaktivist. 

Die Markierung der AntikOrper ergibt am Ende der 
Nachweisreaktion eine F^rbreaktion. die In Ihrer Irrtensi- 20 
tat direkt proportional zur Kbnzentration der gebunde- 
nen, nachzuweisenden Analyte ist. 

Die MarWerung der Antikarper erfolgt typischer- 
weise so, daB sie entweder direkt sichtbar werden, wie 
z.B. be! Kopplung mit kolloidalem GoW, Oder die Markie- 25 
rung ist ein Enzym, welches nach Zugabe eines Sub- 
strats eine Farbreaktion kataiysiert, die dann sichtbar 
wird. Zu diesem Zweck kOnnen Enzyme wie z.B. alkall- 
sche Phosphatase, Meerrettich-PeraKidase, Giucose- 
Oxidase Oder sonstige bekannte Markerenzyme ver- 30 
wendet werden. Die Nachweisreaktion kann auch das 
bekannte Biotin-Streptavidin- bzw. Biotin-Aindin-Ver- 
starkungssystem umbssen. 

Au^rund der Markierung und in Abhangigkeit der 
Analyte in der AnalytlOsung entsteht am Ende der as 
Nachweisreaktion ein Faitemuster auf dem Trager, 
welches entweder visuell oder mit Hllfe einer computer- 
gestutzten Bildauswertung ausgewertet wird. In beiden 
Fallen ist sowohl eine qualitative als auch eine quantita- 
tive Auswertung mflglich, weil die Farbintensitat proper- 40 
tional zur Konzentratlon der gebundenen Analyte ist. Je 
hOher die Analytkonzentratton ist, desto intensiver ist 
auch die Fartxing. 

Bevorzugt wird eine quantitative Auswertung 
dadurch ermOglicht, daB auf einem Trager sowohl ein 45 
spezifischer AntikOrper gegen ein nachzuweisendes 
Antigen als auch das Antigen selbst als Standard in 
unterschiedlichen Konzentrationen aufgebracht wer- 
den. Selbstverstandlich kann auch umgekehrt ein spe- 
zifischer AntikOrper als Standard und das Antigen fur 50 
diesen spezifischen AntikOrper auf einen Trager aufge- 
bracht werden. Nach der Inkubation mit der Analytlfi- 
sung und der folgenden Nachweisreaktion werden die 
Standards entsprechend ihrer Kbnzentratk>n unter- 
schiedlich stark angefarbt. Ebenso wird der Analyt ent- ss 
sprechend seiner Konzentration angefartrt, so daB ein 
direkter Vergleich mit dem Standard mOglich ist. 

In solchen Fallen, In denen nur eine qualitative Aus- 
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sage getroffen werden soil, ist das Aufbringen von Stan- 
dards auf den Trager nicht erfbrderlich. 

Ein Farbemuster entsteht dann, wenn erfindungs- 
gemaB verschiedene Biomolekule an distinkten (d.h. 
Ortlich voneinander getrennten) Stellen auf den Trager 
aufgebracht werden. Das Muster kann in verschiede- 
nen Formen angelegt sein, so z.B. in Unien oder Punk- 
ten. Entscheidend Ist hierbei nur, daB an definierten 
Stellen des Tragers auch nur eine Sorte bzw. Art von 
Biomolekulen aufgebracht ist. 

Bei der rein visuellen Auswertung des Fdrbemu- 
sters kann durch einen Vergleich mit einer externen 
Schablone eine Zuordnung von angefarbten Bereichen 
auf dem Trager mit bestimmten Analyten erfblgen. Auf 
diese Weise ist eine qualitative Aussage mOglich. 
Anhand der Faibintensitat des nachgewiesenen Analy- 
ten ist daruber hinaus eine Ouantifizierung mOglnh, 
wenn Standards mit auf den Trager aufgebracht waren, 
Oder wenn auf einer externen Schablone eine Farbskala 
angegeben ist so daB Qber die Farbintensitat eine l^n- 
zentratlonszuordnung erfblgen kann. 

Bei Verwendung einer computergestutzten Bildaus- 
wertung kann in einem ersten Schritt das Faitemuster 
mittels eines Scanners digitalisiert werden. Danach 
wird das digitalisierte Farbemuster mit Hilfe eines spezi- 
ellen Computerprogramms in 256 Graustufen aufge- 
schlOsselt, so daB aus jedem angefarbten Bereich des 
Tragers ein Grauwert en'echnet wird. Aufgrund der 
Standards auf dem TrBger wild eine Kbn-elation zwl- 
schen Kbnzentratkxi und Grauwert (also Farbintensitat) 
ermittelt. Anhand dieser Kbn'elation kann Ober den 
ermittelten Grauwert eines angefarbten Analyten des- 
sen Kbnzentration berechnet werden. Mit diesem Ver- 
fahren Ist es darOber hinaus mOglich, zwischen 
verschledenen Analyten in einem Gemisch zu unter- 
scheiden, wenn an verschledenen Stellen des Tragers 
solche BiomolekQIe aufgetragen sind, die spezlf isch mit 
nur einem Analyten aus diesem Gemisch reagieren. 

ErfindungsgemaB laBt sich somit eine Differenzie- 
rung und Quantifizierung von verschiedenen Analyten 
in einem einzigen Testansatz durchfuhren. 

Weitere Vorteile und Merkmale der Etfindung erge- 
ben sich aus der folgenden beispielhaften Beschrei- 
bung einiger derzeit bevorzugter Ausfiihrungsformen 
unter Bezugnahme auf die Zeichnungen. 

Die Figuren zeigen; 

Figur 1 ist eine bevorzugte Ausfuhrungsform des 
Tragers und zeigt ein Allergen-Panel. Auf einer ver- 
starkten Nitrocellulosemembran (1) sind verschie- 
dene Allergene (2) als Biomolekule sowie 
Standards (3) in Form von Linien aufgebracht. 

Rgur 2 zeigt eine bevorzugte AusfQhrungsfbrm der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung, bestehend aus 
zwei Gehauseelementen, von denen das eine als 
Grundelement (4) und das andere als Elnlegerah- 
men (5) ausgebildet ist. 
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Figured 3, 4 und 5 sind Schnittansichten einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsge- 
mSBen N/brrichtung, im wesentlichen der Vorrich- 
tung von Figur 2 entsprechend. 

Figuren 6, 7 und 8 zeigen Querschnittsansichten 
von bevorzugten erfindungsgemaOen Von-ichtun- 
gen des einstucWgen Typs. 

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend 
anhand ernes Beispiels unter Heranziehung der Figuren 
naher eridutert. Als beispielhafte Anwendung der vorlie- 
genden Erfindung wird die Herstellung, Anwendung und 
Auswertung eines In v/fro-Allergietests beschrieben. 

Beispiel 

Zunachst wird die Immobillsierung der Biomdeldlle 
an den f esten TrAger beschrieben werden. Eine Aufsicht 
ist in Figur 1 dargestellt. 

Als Trdgermaterial zur Immobilisierung der Biomo- 
lel<Ole wird eine Nitrocellulosenienfibran (1) mit einer 
Porenweile von 0,1 ^m, die vom Hersteller auf ein 
testes Tragerniaterial aufgebractrt worden Ist, verwen- 
det Die Biomolel^le in diesem Anwendungsbeispiel 
sind Allergene (2) (wie z.B. Milben, Pollen von GrSsern 
Oder Baumen, Bestandteile aus Nahrungsmittein oder 
Hausstaub), die in einer LOeung aus PBS und Glycerin 
suspendiert vorliegen. Als Standard (3) wird IgE 
(Immunglobulin E) in verschiedenen Konzentrationen 
verwendet. Die Konzentrationen der Standards sind so 
eingestellt, da3 sie den international bekannten 6 
RAST-Klassen entsprechen. Die so vorliegenden ver- 
schiedenen Allergen-LOsungen bzw. Standard-LOsun- 
gen werden nun mit Hilfe eines Line-Printers (Bio • Dot 
Umited, Diddington. England) in Form von Linien auf 
die NItrocellulosemembran so aufgetragen. daS ein lei- 
terartiges Muster entsteht (vgl. Figur 1). Nachdem alle 
Allergene und Standards aufgebracht worden sind, wird 
die Membran fur 1 Stunde in einer 1%igen BSA-LOsung 
(Rindersemmalbumin) inkubiert, um die nicht mit Aller- 
genen beschichteten Stellen abzusdttigen. Die 
beschichtete Membran wird im folgenden als Allergen- 
Panel bezeichnet. Die in der Figur 1 dargesteltten Ban- 
den reprdsentieren die auf der Membran aufgetragenen 
Biomolekiile. Sie sind auf der Membran naturlicfi trans- 
parent und damit nicht sichtbar 

Nachfolgend wird die Herstellung einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Von-ich- 
tung (vgl. Figur 2) und der Zusammenbau von 
Vorrichtung und Allergen-Panel zum fertigen Allergie- 
test beschrieben. 

Die zweiteilige Vorrichtung wird durch ein industriel- 
les Spritzgu3verfahren aus einem handelsublichen 
Kunststoffmaterial in zwei Teilen hergestellt. Die beiden 
Telle sind in Form eines grOBeren Grundelements (4) 
und eines Weineren Elements als Einlegerahmen (5) 
ausgebildet. In dem grOSeren Grundelement (4) Ist eine 
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Aussparung (8) eingearbeitet. In die der Einlegerahmen 
(5) fest eingefOgt, beispielsweise geMemmt werden 
kann. Am Boden dieser Aussparung ist eine Vertiefung 
(7) eingefOgt, die so ausgestaltet ist, daB sie das Aller- 

5 gen-Panel vorzugsweise vollstandig aufnimmt. Der Ein- 
legerahmen (5) enthait ebenfalls eine Vertiefung (8), die 
konisch zuiauft und vorgzusweise der Konfiguration der 
Aussparung (6) des ersten Elements angepaBt ist, und 
die eine Durchbrechung (9) aufweist. Der Zusammen- 

10 bau erfolgt nun so, daB zuerst das Allergen- Panel in die 
dafur vorgesehene Vertiefung (7) am Boden des grOBe- 
ren Gehduseelements (4) eingelegt wird, und das Aller- 
gen-Panel dann mit dem Einlegerahmen (5), also dem 
zweiten Gehduseelement, beispielsweise fest singe- 
rs Wemmt wird. Der reaktive Teil des Allergen-Panels 
Weibt durch die Durchbrechung (9) in dem Einlegerah- 
men (5) frei. Die Vertiefung (8) im Einlegerahmen (5) 
definlert Qber dem Allergen-Panel einen ReakSonsraum 
mit festgelegtem Vblumen In den die AnalytlOsung und 

20 die nachfolgend zu venvendenden LOsungen eingefOllt 
werden kfinnen. 

Auf dem grOBeren Gehauseelement (4) kann ferner 
einedefinierte Fiache (10) vorliegen, die beispielsweise 
dazu geeignet ist, Etiketten oder AufMeber aufzuneh- 

zs men. Insbesondere Minnen solche Etiketten, wie sie 
aus der Minischen Praxis als Patientenetiketten mit pati- 
entenspezifischen Daten und Barcode bekannt sind, 
verwendet werden. DarOber hinaus kann dieses 
Gehfiuseelenient eine weitere Fiache (11) aufweisen, 

so die dazu geeignet Ist, produktspezifische Daten, wie 
Produklbezek:hnung, Lot-Nr. oder Haltbarkeitsdatum 
aufzunehmen. 

Aus der In Figur 3 gezeigten Schnittansicht laBt 
sich bescnders einfach entnehmen, wie das zweite Ele- 

35 ment (5) in die Aussparung (6) des ersten Elements ein- 
gesetzt ist, und dabei die Trdgerplatte (1) in der 
Vertiefung (7) f ixiert Eine zu Figur 3 senkrecht veriau- 
fende Schnittansicht kOnnte eine im wesentliche ent- 
sprechende Gestalt aufweisen, kOnnte jedoch auch so 

40 vorliegen, wie sie in Figur 4 gezeigt ist, das heiSt, daB 
der von dem Element (5) vorragende Teil, welcher die 
Tragerplatte (1) f ixiert, nicht Qber den gesamten Peri- 
meter des Durchbruches (9) vorliegen muB, sondern 
daB vielmehr z.B. lediglich zwei gegenOberliegende 

45 Abschnitte derart ausgestaltet sein mussen. Alternativ 
ware es auch denkt^ar, daB lediglich vereinzelte Vor- 
sprunge zur Fixierung der Tragerplatte (1) dienen. Aus 
den Figuren 3 und 4 ist ersichtlich, daB der Reaktions- 
raum gebildet ist durch das von dem Durchbruch (9) 

so gebildete Volumen, sowie durch den sich nach cben 
verbreiternden Raum, welcher durch die Wandungen 
der Aussparung (8) definlert ist. 

Wie es in Rgur 5 gez^gt Ist, kann der Reaktions- 
raum auch ausschlieBlich durch die Wandungen der 

55 Aussparung (8) gebildet sein. Bei den Ausfuhrungsvari- 
anten gemaB den Figuren 4 und 5, bei welchen das 
zweite Element nicht Qber die Tragerplatte ragt, kann 
zur Fixierung der Tragerplatte (1) am Boden der Vertie- 
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fung (7) ein Klebstoff vorgesehen sein. AKernativ ist es 
auch denkbar. daB die Tragerplatte (1) in der Vertiefung 
(7) mittels PreBpassung Oder dergleichen gepaBt isL 

Aus den Schnittansichten der Figuren 3 bis 5 Ist es 
erslchtlich, da3 die zwei Elemente (4) und (5) in sehr 
einfacher Weise ebenfalls als eine einzelne EInhelt Oder 
einstuckig ausgebildet werden kOnnen, wobei insbe- 
sondere bevorzugt ein lierl^ammliches Kunststoff- 
SpritzguQverfaliren zur Herstellung desselben venwen- 
det werden iwm. Das Ergebnis einer einstOckigen Aus- 
gestaitung der in den Figuren 3 bis 5 gezeigten 
AusfQhrungsfbrmen ist in den Figuren 6 bis 8 gezeigt 
Hierbei bestelrt insbesondere Mgender Zusammen- 
liang zwischen den einzelnen Figuren, mit der Aus- 
nalime, daB jeweils die Elemente als getrennt Oder als 
einstuckig dargestellt sind; Figur 6 enspricht im wesent- 
lichen Figur 5; Figur 7 entsprictit im wesentlichen Figur 
4; Figur 8 entsprictit im wesentlichen Figur 3. Neben der 
EinstOckigkeit ist nodn als Unterschled zu erwShnen, 
dafS die Aussparung (6) in den in den Figuren 6 bis 8 
gezeigten Ausfuhrungsformen als Seitenwand oder 
seitliche Aussparung bezugllch der Vertiefung (7) vor- 
gesehen ist. 

Die Anordnung des Teststreifens (1) in der Vertie- 
fung (7) erfblgt bei den in den Figuren 6 und 7 gezeigten 
Ausfuhrungsformen in dem in einem ersten Schritt ent- 
weder an der Unterseite des Teststreifens oder auf dem 
Boden der Vertiefung (7) eine geringe Menge an Kleb- 
stoff angebracht wird. Nachfolgend wird der Teststreifen 
(1) einfach in die Aussparung (8) gelegt. wodurcfi er 
automatisch und einfach hin zu der Vertiefung (7) 
gefuhrt wird. Alternativ zu dem Klebstoff kann auch die 
Vertiefung (7) entsprechend zu dem Teststreifen ausge- 
bildet sein, so daB eine Passung oder PreBpassung 
gebildet ist, so daB ein zusatzlicher Klebstoff nicht erfor- 
deriich ist. 

Bei der in Figur 8 gezeigten AusfOhrungsfbrm ist 
die die Vertiefung (7) begrenzende Aussparung (6) sett- 
lich breiter als der Durchbruch (9), so daB der Teststrei- 
fen Oder die Vorrichtung selbst leicht verforml werden 
mOssen, urn den Teststreifen in der Vertiefung (7) anzu- 
ordnen. 

In jedem Fall ist bei alien gezeigten Ausfuhrungsfor- 
men der erfindungsgemaBen Von-lchtung eine Anord- 
nung geschaffen, bei welcher der Teststreifen (1) an 
einer definierten Position gehalten wird, sei es nun mit- 
tels Klebstoff, Eingriff, Wechselwirkung etc.. Ober dem 
Teststreifen ist in jedem Fall ein definierter Reaktions- 
raum ausgebildet, welcher sich bevorzugt nach oben 
hin verbreitert, urn das Einfugen von Reagenzen zu ver- 
einfachen. Der Reaktionsraum kann begrenzt sein 
durch Wandungen der Ausspamng (8) und/oder des 
Durchbruches (9). 

Derso vollstandig zusammengebaute "Allergietest- 
Chip" wird zur Bestimmung von allergenspezifischem 
IgE in Serum eingesetzt. 

Zu diesem Zweck wird ein definiertes Volumen (in 
diesem Beispiel 400 (il) unverdunntes oder veidunntes 



Patientenserum in den Reaktionsraum uber der aktiven 
Fiache der Membran (gebildet durch die Vertiefung (8)} 
gegeben und fur eine bestimmte Zeit, beispielsweise 
zwischen 45 und 60 Minuten, inkubiert. Sind im Serum 

5 allergenspeziflsche IgE Molekule vorhanden, so binden 
diese spezif isch an die auf der Membran aufgebrachten 
Allergene. Nach der Inkubation wird das Serum von der 
Membran durch Absaugen oder Abwaschen entfernt 
und die Membran mit Puffer gewaschen. Zu diesem 

10 Zweck wird beispielsweise PBS + 0,5 % Tween verwen- 
det. Es kann aber auch jede andere, zu diesem Zweck 
geelgnete LOsung oder Wasser venwendet werden. Im 
AnschluB an diesen Waschvorgang wird eine Nach- 
weislOsung in den Reaktionsraum pipettiert. Diese 

75 Nachweiskteung enthait typischemveise AntikOrper, die 
gegen IgE Molekule gerichtet sind. Der Nachweisanti- 
kSrper Ist entweder mit einem Markerenzym oder mit 
kolloidalem Gold oder mit BioGn gekoppett. Als Martor- 
enzyme kOnnen typischerweise MeerretSch-Peroxid- 

20 ase, alkallsche Phosphatase, Glucose-Oxidase oder 
andere zu diesem Zweck Obliche Enzyme verwendet 
werden. In dem vorllegenden AusfOhrungstMispiel wird 
benirzugt ein mit Biotin gekoppelter Nachweisantikdr- 
per eingesetzt. Die Nachweisldsung wird ebenfalls 45 

25 bis 60 Minuten inkubiert und danach entfernt. Die Mem- 
bran wird danach wieder grundlich gewaschen und 
anschlieBend mit einer Ldsung inkubiert, die ein Konju- 
gat aus Streptavidin und alkalischer Phosphatase Oder 
Avidin und alkalischer Phosphatase enthait. Streptavi- 

so din bzw. Avidin bindet mit hoher Afflnltat an das Biotin 
des NachweisantikOrpers. Nach einer Inkubationszeit 
von etwa 5 Minuten wild die Membran nochmals gewa- 
schen und danach mit einer LOsung Qberschichtet, die 
ein Substrat f Or das Markerenzym enthait Als Substrat 

35 fur die alkallsche Phosphatase wlid bevorzugt 
NBT/BCIP (NBT: Nirto-blue Tetrazollumchlorid, BCIP: 
5-Brom^-chlorindolylphosphat) venvendet, wek:hes 
durch das Markerenzym in eine larbige Verbindung 
umgesetzt wird. 

•w Die Intensitat der Farbung ist direkt proportional 
zum gebundenen allergenspezifischen IgE. 

Die Standards auf der Membran sind ebenfalls IgE 
Molekule, die in 6 unterschiedlichen Konzentrationen 
aufgetragen sind. Es ist aber auch mOglich, weniger als 

45 6 Standardkonzentrationen aufzubringen. Die Stan- 
dards werden von den NachwelsantikOrpern erkannt 
und im Zuge der weiteren Reaktionen ebenfalls ange- 
fartjt. Die Intensitat der Farbung ist proportional zur 
Konzentration des aufgetragenen Standards, so daB 

50 eine Eichgerade ermittelt werden kann, an der dann 
uber die Intensitat der Farbung der gebundenen aller- 
genspezifischen IgE Molekflle deren Konzentration im 
Serum bestimmt wird. 

Die Farbung auf dem Allergietest-Chip kann sowohl 

55 visuell als auch mit eleklronischen/optischen HiKsmit- 
teln ausgewertet werden. Im ersten Fall ist eine qualita- 
tive bzw. eine senwquantitative Auswertung mOglich. 
Anhand der F^ntensitat kann mit Hilfe der Standards 
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die Kbnzentration von allergenspezifischen IgE Moleku- 
len abgeschatzt wetden. 

Im vorliegenden Ausfiihrungsbeispiel wind der 
gefdrbte Allergietest-Chip mit Hilfe eines computerge- 
stutzten Veilahrens ausgewerlet. Hierzu wird das Far- s 
bemuster auf dem Allergietest-Chip mit einem Scanner 
digitalisiert und mit einem Computerprogramm in 256 
Graustufen aufgeschlusselt. Dieses Computerpro- 
gramm ordnet dann jedem Balken auf dem Allergen- 
Panel einen bestimmten Grauwert zu. AnhaiKl der to 
Standards wltd eine Eichgerade errechnet (Grauwert 
gegen IgE Kbnzentration), mit deren HiKe dann die Kbn- 
zentration der allergenspezifischen IgE MoiekCHe jedes 
einzelnen Balkens berechnet und einer bestimnnten 
RAST-Klasse zugeordnet wird. Der Begriff RAST- is 
Klasse bezelchnet international festgelegte Kbnzentrati- 
onsbereiche fur allergenspezifische IgE Molekule in 
Serum. 

Im fblgenden werden weltere Anwendungsbei- 
spiele aufgefuhrt, die ebenfeills mit der vorliegenden 20 
Erfindung durchgefOhrt werden kfinnen: 

- ZytoWnzusammensetzung in KOrper- und Gewebe- 
flQsslgkeiten bzw. in Gewebeextrakten 
Immunoglobulinsubklassenbestimmung 25 

■ akute komplexe Hornranmusterbestimmung 

- UberprQfung einer Tumormarkerpalette 

- Blutgruppenbestimmung (InM. Rhesusantigenmu- 
ster) 

- Autoimmunreaktion so 

- alle denHbaren immunologlsch nachweisbaren 
Antigene, die in der Differentialdiagnostlk nachge- 
fragtweiden 

- Nachweis und Differenzierung von komplexen 
Enzymaktivitdtsmustern ss 

- Nachweis und Differenzierung von unterschiedli- 
chen Inhibitoren 

Nachweis und Differenzierung von immundogisch 
detektierbaren UmweKtoxinen 

40 
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Patentanspriiche 

1. Vorrichtung zur quantitativen und/oder qualitativen 
Bestimmung von Analyten in einer zu untersuchen- 
den LOsung, umfassend ein erstes Element (4) mit 
einer Ausspaning (6) und einer Vertiefiing (7), 
wobei die Vertiefung (7) einen Trager aufnehmen 
kann, an welchem unterschiedliche Biomolekule 
jeweils Ortlich getrennt voneinander anbringbar 
sind, und ein zweites Element (5) mit einer. im 
wesentlichen der Konfiguration der Aussparung (6) 
angepaBten Aussparung (8) und einem Durch- 
bruch (9), wobei das zweite Element (5) bezQglich 
des ersten Elements (4) derart angeordnet ist bzw. 
werden kann, daS der in der Vertidung (7) positio- 
nierte Trdger festlegbar bzw. festgelegt ist, und daB 
ein definierter Reaktionsraum fOr ein Veriiahren 
ausgebildet wird. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, bei welcher der 
Durchbruch (9) in zumindest einer Richtung Meiner 
alsderTeslstreifen(1)ist. 

3. Vbrrichtung nach Anspruch 1, bei welcher die 
Abmessungen und/oder die Konfiguration des 
Durchbruches (9) im wesentlichen der Konfigura- 
tion bzw. den Abmessungen des Teststreifens (1) 
und/oder der Vertiefung (7) entspricht/enlsprechen. 

4. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 3, bei 
wek^er der Teststreifen (1) mittels eines Klebstof- 
fes (15) am Boden der Vertiefung (7) festleg- 
t}ar/lestgelegt ist. 

5. Vonichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 4, bei 
weteher die Aussparung (8) steh zumindest teil- 
weise konisch Oder trichterartig verjOngt. 

6. Vbrrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 5, bei 
welchem die Elemente (4) und (5) einstOckig aus- 
gebildet sind, insbesondere als ein einstOckiges 
SpritzguQteil. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, bei 
welchem die zwei Elemente (4, 5) als voneinander 
getrennte Einheiten, bevorzugt als getrennte 
Spr'rtzguBteile, ausgebiklet sind, wobei das zweite 
Element (5) in die Aussparung (6) des ersten Ele- 
ments (4) eingefugt werden Kann. 

8. Venvendung der Vorrichtung gem&d einem der 
AnsprOche 1 bis 7 in einem Verlahren zur qualitati- 
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ven und/oder quantitativen Bestimmung von unter- 
schiedlichen Analyten in einer zu untersuchenden 
LAsung, umlassend die Schritte 

(a) des Aufbringens und Immobiiisierens von 
mindestens zwel unterschiedlichen Blomoleku- 
len auf einen Trdger, wobei die unterschiedli- 
chen Biomolei^ie jeweils fitHich getrennt 
voneinander aufgebracht werden, 

(b) des Inkubierens der auf dem Trdger aufge- 
brachten Biomolekule mit der zu untersuchen- 
den LOsung, und 

(c) des DurchfOhrens einer NachweisreaMion 
fur Biomdekul/Analyt-Komplexe. 

9. Venwendung nach Anspruch 8, wobei die Nach- 
weisrealction in Schritt (c) das Inkubieren der Bio- 
molekOle und/oder der BiomolekQI/Analyt- 
Komplexe auf dem Mger n^t mindestens einem 
spezifischen, marlderten DetektorantikOrper, der 
gegen die jeweiligen BiomolekOI/Analyt-Kbnfiplexe 
Oder Analyten gerlchtet 1st, umfal3t. 

10. Verwendung nach Anspruch 8, wobei die Nach- 
weisreaktion in Schritt (c) das Inkutiieren der Bio- 
molekOle und/oder der Biomdekfll/Analyt- 
Kbmplexe auf dem Trdger mit mindestens einem 
spezifischen, unmarkierten DetektorantikOrper, der 
gegen die jeweiligen BiomoiekOI/Analyt-Kbmplexe 
Oder Analyten gerlchtet ist, und das Inkubieren der 
Blomolekul/Analyt/DetektorantikOrper-Komplexe 
mit markierten, gegen die DetektorantikOrper 
gerichteten NachweisantikOrper umfaSt. 

11. Verwendung nach einem der AnsprOche 8 bis 10, 
wobei die Nachwelsreaktion In Schritt (c) ein FSrbe- 
muster auf dem Trager ergibt, welches visuell 
und/oder mit Hilfe einer computergestOtzten Bild- 
auswertung ausgewertet wird. 

12. Verwendung nach einem der Anspruche 8 bis 11, 
wobei die zu untersuchende USeung aus Saugern, 
Fermentatnns- und ICutturClberstanden, Gewebe- 
extrakten, BOden, Wasser, Lebensmlttel Oder RQck- 
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